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Akt: “Ak” es el nombre de clasificación de una cepa de ratones que desarrollaron timomas 
espontáneamente. “t” viene de timoma. 
Apaf-1: Factor activador de proteasas apoptóticas (en inglés, Apoptotic Protease Activating 
Factor-1) 
APC/C: Complejo promotor de anafase/ciclosoma (en inglés, Anaphase Promoting 
Complex/Cyclosome) 
Apo3L: Ligando de Apo3 (en inglés, Apo3 Lingand) 
APS: Persulfato amónico (en inglés, Amonium Persulfate) 
AURKA: Aurora quinasa A 
Bad: Proteína agonista de muerte celular asociada a Bcl-2 (en inglés, Bcl-2 associated agonist of 
cell death protein) 
Bak: Proteína destructora del antagonista homólogo Bcl-2 (en inglés, Bcl-2 antagonist killer 1 
protein) 
Bax: Proteína X asociada a Bcl-2 (en inglés, Bcl-2-associated x protein) 
Bcl-2: Proteína de linfoma de células B (en inglés, B-cell lymphoma 2 protein) 
Bcl-w o Bcl2l2: Proteína como Bcl-2 (en inglés, Bcl-2-like-2 protein) 
Bcl-xL: Proteína extra grande del linfoma de células B (en inglés, B-cell lymphoma extra large 
protein) 
Bcl-xS: Proteína extra pequeña del linfoma de células B (en inglés, B-cell lymphoma extra short 
protein) 
Bim: Proteína mediadora de muerte celular por interacción con Bcl-2 (en inglés, Bcl-2 interacting 
mediator of cell death protein) 
Bid: Proteína agonista de muerte por dominios de interacción con Bcl-2 (en inglés, Bcl-2 
interacting domain death agonist protein) 
tBid: Bid truncado (en inglés, truncated Bid) 
Bik: Proteína de muerte por interacción con Bcl-2 (en inglés, Bcl-2 interacting killer protein) 
Bmf: Factor modificador de Bcl-2 (en inglés, Bcl-2 modifying factor) 
Bok: Proteína de muerte relacionada con Bcl-2 asociada al ovario (en inglés, Bcl-2-related 
ovarian killer 
Bub3: en inglés, Budding uninhibited by benzimidazoles 3 
BubR1: en inglés, Budding uninhibited by benzimidazoles R1 
CARD: Dominio de activación y reclutamiento de caspasas (en inglés, Caspase Activation and 
Recruitment Domain) 
Cdc20: en inglés, Cell-division cycle 20 




DAPI: 4’,6-diamidino-2-fenilindol (en inglés, 4’,6-diamidino-2-phenilindole) 
DD: Dominio de muerte (en inglés, Death Domain) 
DED: Dominio efector de muerte (en inglés, Death Effector Domain) 
DHT: Dihidrotestosterona 
DISC: Complejo señalizador de inducción de muerte (en inglés, Death-Inducing Signaling 
Complex) 
DMSO: Dimetilsulfóxido 
Dominio BH: Dominio de homología con Bcl-2 (en inglés, Bcl-2 hology domain) 
Dominio TM: Dominio transmembrana 
DRE: Examen digital de recto (en inglés, Digital Rectal Examination) 
EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético (en inglés, Ethylenediaminetetraacetic Acid) 
FADD: Dominio de muerte asociado a Fas (en inglés, Fas-Associated Death Domain) 
Fas: Fragmento estimulador de la apoptosis (en inglés, Apoptosis Stimulating Fragment) 
FasL: Ligando de Fas (en inglés, Fas Ligand) 
FBS: Suero fetal bovino (en inglés, Fetal Bovine Serum) 
FEC: 5-Fluoruracilo, epirrubicina y ciclofosfamida  
FECP: FEC más paclitaxel 
FISH: Hibridación fluorescente in situ (en inglés, Fluorescent in situ Hibridization) 
GDP: Guanosina-difosfato (en inglés, Guanosine diphosphate) 
GSK3β: Glucógeno sintasa quinasa 3 beta (en inglés, Glycogen Synthase Kinase 3 beta) 
GTP: Guanosina-trifosfato (en inglés, Guanosine triphosphate) 
HEPES: Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazine-etanosulfónico 
HER2: Receptor de factor del crecimiento epidérmico humano 2 (en inglés, Human Epidermal 
Growth Factor Receptor 2) 
HRK: Proteína Harakiri 
JNK: Quinasas c-Jun N-terminal (en inglés,  c-Jun N-terminal Kinases) 
Mad2: en inglés, Mitotic arrest deficient 2 
Mcl-1: Proteína de la leucemia de células mieloides 1 (en inglés, Myeloid cell leukemia sequence 
1) 
Noxa: daño en latín 
NP-40: Nonidet P-40  
NRS: Suero normal de conejo (en inglés, Normal Rabbit Serum) 




PBD: Detergente en tampón fosfato (en inglés, Phosphate Buffer Detergent) 
PBS: Tampón fosfato salino (en inglés, Phosphate Buffer Saline) 
PEITC: Feniletil-isotiocianato (en inglés, Phenylethyl-Isothiocyanate) 
PKC: Proteína quinasa C (en inglés, Protein Kinase C) 
PSA: Antígeno prostático específico (en inglés, Prostatic Specific Antigen) 
Pttg1: Gen transformante de tumores pituitarios (en inglés, Pituitary Tumor Transforming Gene) 
Puma: en inglés, p53 up-regulated modulator of apoptosis 
RE: Receptor de estrógenos 
RP: Receptor de progesterona 
SAC: Punto de control del huso mitótico (en inglés, Spindle Assembly Checkpoint) 
SDS: Dodecil sulfato (en inglés, Sodium Dodecyl Sulfate) 
SDS-PAGE: Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (en inglés, Sodium Dodecyl Sulfate- 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 
siRNA: RNA pequeño de interferencia (en inglés, Small Interfering RNA) 
SSC: Citrato sódico salino (en inglés Saline Sodium Citrate) 
STAT1: Transductor de señal y activador de la transcripción 1 (en inglés, Signal Transductor and 
Activator of Transcription 1) 
TBS: Tampón tris salino (en inglés, Tris Buffered Saline) 
TEMED: N,N,N’,N-tetraetilendiamina 
TNF: Factor de necrosis tumoral (en inglés, Tumor Necrosis Factor) 
TNFR: Receptor del factor de necrosis tumoral (en inglés Tumor Necrosis Factor Receptor) 
TRADD: Dominio de muerte asociado a TNFR (en inglés, TNFR-Associated Death Domain) 
TRAIL: Ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF (en inglés, TNF-Related Apoptosis-
Inducing Ligand). 
TRAILR: Receptor de TRAIL (en inglés, TRAIL Receptor) 









































































































El término cáncer engloba un grupo numeroso y heterogéneo de enfermedades malignas, 
con origen genético monoclonal, caracterizadas por una pérdida en el control de la 
proliferación celular de un determinado tejido donde las células se dividen sin regulación. 
Mientras que las células normales se dividen y mueren durante un periodo de tiempo 
programado, las células cancerosas se dividen casi sin límite y esto conduce a la 
formación de unas masas celulares denominadas tumores o neoplasias. Además, estas 
células cancerosas pueden adquirir la capacidad de migrar e invadir otros tejidos u 
órganos circundantes o distantes a través del torrente sanguíneo o linfático dando lugar a 
las metástasis  [1] (Figura 1).  
 
Figura 1. Representación esquemática simplificada de la base molecular del cáncer. 
Las células normales se caracterizan por dividirse de forma controlada, cuando estas 
células adquieren mutaciones que no pueden ser reparadas, activan su propio programa 
de muerte. En ocasiones, las células portadoras de mutaciones no reparadas, evaden el 
programa de muerte celular y comienzan a proliferar de manera descontrolada  
acumulando nuevas mutaciones, esto se conoce con el nombre de progresión tumoral. Las 
células tumorales pueden adquirir la capacidad de migrar e invadir tejidos adyacentes o 
distantes dando lugar a la aparición de metástasis. Adaptado de Pocket companion to 





1.1. Clasificación del cáncer según el tejido de origen 
El tipo de cáncer se define, entre otras cosas, por el tejido u órgano en el que se 
originó, pero de forma general se agrupan por el tipo de tejido que les dio origen [1]. En 
base a esto se clasifican en: 
- Carcinomas. Son cánceres originados a partir de células epiteliales, es 
decir, células que tapizan la superficie de órganos, glándulas o estructuras 
corporales. Representan el 80% de la totalidad de los cánceres e incluyen 
las variedades más comunes de cáncer de pulmón, mama, colon, próstata, 
páncreas y estómago. 
- Sarcomas.  Se trata de tumores originados a partir de células 
mesenquimales de las que derivan músculos, huesos, cartílagos y tejido 
graso. Los más frecuentes son los sarcomas óseos. 
- Leucemias. Son cánceres originados a partir de las células de la médula 
ósea. 
- Linfomas. Estos cánceres tienen su origen en las células de ganglios u 
órganos linfáticos. 
1.2. Incidencia y mortalidad del cáncer 
El cáncer es actualmente una de las enfermedades con mayor incidencia, 
prevalencia y mortalidad a nivel global. Según el estudio GLOBOCAN 2012 llevado a 
cabo por la Agencia Internacional para la Investigación sobre el Cáncer, el cáncer es ya 
la principal causa de muerte en los países occidentales, y se convertirá en una de las 
principales causas de morbilidad  y mortalidad en las próximas décadas en todas las 
regiones del mundo, independientemente de su nivel de desarrollo [2]. Todo esto 
convierte al cáncer en un problema de salud prioritario y se hace necesaria una acción 
global para frenar la creciente carga del cáncer [3]. 
 En términos de tasas de incidencia ajustadas por la edad en hombres, se estima 
que entre los cánceres más frecuentemente diagnosticados en el mundo, se encuentran el 
cáncer de próstata (en países occidentales y en países de África central y del sur), el cáncer 
de pulmón (en Europa del este y Asia) y el cáncer de hígado (en países del este de África 




de mama (en la mayoría de países) y el cáncer de cuello uterino (la mayoría en países 
africanos) [3] (Figura 2).  
 
 
Figura 2. Incidencia de las formas más comunes de cáncer por sexo. (A) Incidencia 
en hombres. (B) Incidencia en mujeres. El mapa solo muestra los países incluidos en el 
análisis. Adapatado de Bray et al., 2012 [3]. 
 
 
 En términos de mortalidad ajustada por la edad, el cáncer de pulmón es la causa 
más común de muerte por cáncer en hombres, seguido del cáncer de próstata y del cáncer 
de hígado. En las mujeres, el cáncer de mama constituye la causa de muerte más común 





Figura 3. Mortalidad de las formas más comunes de cáncer por sexo. (A) Mortalidad 
en hombres. (B) Mortalidad en mujeres. El mapa solo muestra los países incluidos en el 
análisis. Adapatado de Bray et al., 2012 [3]. 
 
2. Cáncer de mama 
Como hemos mencionado anteriormente, el cáncer de mama es el tumor más 
frecuente en mujeres, según las estimaciones de la Agencia Internacional de Investigación 
del Cáncer que hacen referencia al año 2012 [2],  cada año se diagnostican 1,68 millones 
de casos nuevos en la población femenina mundial y unos 26.000 nuevos casos en España 
[4].  
A pesar de que la supervivencia de las pacientes con cáncer de mama es alta y 
sigue una evolución ascendente en el tiempo, el cáncer de mama continúa siendo un 




el año 2006 y las estimaciones indican que en el año de 2013 se han producido más de 
6600 muertes a causa del cáncer de mama [4, 5].  
Las pacientes con cáncer de mama metastásico en el momento del diagnóstico 
suponen aproximadamente el 5%, pero en torno al 30% de las mujeres con diagnosticadas 
con cáncer de mama en estadio inicial desarrollarán metástasis a distancia durante la 
evolución de la enfermedad [6]. 
2.1. Diagnóstico histopatológico del cáncer de mama 
Actualmente, el diagnóstico histopatológico del cáncer de mama ha pasado de ser 
morfológico-descriptivo, a identificar una serie de factores pronósticos y predictivos que 
permiten tomar decisiones en el tratamiento del cáncer de mama. Los factores pronósticos 
son aquéllas características del tumor o del paciente que pueden predecir la historia 
natural de la enfermedad, recidivas y supervivencia de las pacientes. Sin embargo, los 
factores predictivos son aquellas características del tumor que indican la respuesta a un 
determinado régimen quimioterápico [7].  
2.1.1. Tamaño tumoral 
El tamaño del tumor correlaciona de manera directa con la supervivencia y con la 
afectación ganglionar en la paciente [8]. Aquellos carcinomas que miden menos de 0.5 
centímetros de diámetro tienen menos riesgo de tener metástasis en ganglio que los 
carcinomas que miden más de 0.6 centímetros de diámetro [9-11]. De manera similar, se 
ha reportado un mayor tiempo libre de enfermedad en aquellas pacientes con carcinomas 
de menos de 1 centímetro de diámetro [12]. 
2.1.2. Subtipo histológico 
El subtipo histológico viene determinado por las células de las que deriva el tumor 
[1]. Podemos distinguir: 
- Carcinoma ductal. Es el subtipo más frecuente y deriva de las células que 
forman los conductos lácteos. 
- Carcinoma lobulillar. Este subtipo deriva de las células de los lóbulos, 





2.1.3. Grado histológico 
El grado histológico es determinado por el patólogo utilizando el sistema de 
Nottingham o sistema de Scarff-Bloom-Richardson modificado [13], que asigna un grado 
a los tumores basándose en la capacidad de las células tumorales para formar túbulos, en 
el grado nuclear de las células tumorales y en el rango mitótico de las células tumorales. 
A cada una de las categorías anteriores se les asigna una puntuación del 1 al 3, una 
puntuación de 1 indica que las células tumorales se asemejan a las células del tejido 
normal, y una puntuación de 3 indica que las células tumorales y las células del tejido 
normal son muy diferentes. En base a esto, los tumores obtienen una calificación de entre 
3 y 9 puntos y se clasifican en: 
- Bien diferenciados o grado 1. La calificación final de estos tumores es 
de 3-5 puntos. 
- Moderadamente diferenciados o grado 2. La puntuación final del tumor 
está comprendida entre 6 y 7. 
- Poco diferenciados o grado 3. Son tumores con una puntuación definitiva 
de más de 8. 
El mayor grado histológico correlaciona con  mayor frecuencia de metástasis, 
recurrencia tumoral, muerte por enfermedad metastásica, menor tiempo libre de 
enfermedad y menor supervivencia [14, 15]. 
2.1.4 Afectación ganglionar 
En la actualidad, el mejor indicador pronóstico en pacientes con cáncer de mama 
en estadio inicial es la presencia o ausencia de metástasis en ganglios linfáticos axilares. 
La recurrencia de la enfermedad es mayor en las pacientes con afectación ganglionar, a 
mayor número de ganglios afectados, peor es el pronóstico de la enfermedad [16]. La 
afectación ganglionar se analiza mediante la técnica del ganglio centinela, que consiste 
en extraer el primer ganglio que recibe el drenaje linfático del tumor y ver si está afectado 
por el tumor. 
2.1.5 Expresión de receptores 
La proliferación de las células tumorales que expresan receptores de estrógenos 
(RE) o de progesterona (RP) depende, al menos en parte, de dichas hormonas para 




HER2/neu (Receptor del factor de crecimiento humano 2), producto del proto-oncogen 
ERBB2, que regula la proliferación celular en la mama. Dependiendo de la expresión de 
estos receptores, se establece la siguiente clasificación del cáncer de mama: 
- Receptores hormonales positivos. Son tumores positivos para RE y/o 
RP. Los patrones de expresión genética de estos cánceres son similares a 
los de las células normales que recubren los conductos y las glándulas de 
la mama.  Son los tumores de mama con mejor pronóstico y, en general, 
responden muy bien a la terapia hormonal [17].   
- HER2 positivo. Son tumores con amplificación del gen HER2, 
constituyen aproximadamente el 20% de los cánceres de mama y suelen 
tener una apariencia de alto grado, un crecimiento rápido y un peor 
pronóstico, aunque pueden ser tratados con éxito con terapias específicas 
anti-HER2 [18]. 
- Triple positivo. Son tumores positivos para RE y RP que, además,  
sobreexpresan HER2 por lo que pueden ser tratados con terapia hormonal 
o con terapia dirigidas contra HER2. 
- Triple negativo. Son tumores que carecen de RE y RP y no tienen 
amplificado HER2. La expresión genética de estos tumores es similar a la 
de las células basales de los conductos y las glándulas de la mama. Se trata 
de tumores de alto grado, con crecimiento rápido y un pronóstico 
desfavorable. La única opción terapéutica es la quimioterapia, ya que ni la 
terapia hormonal ni la terapia dirigida a HER2 son eficaces contra estos 
cánceres [19].   
2.1.6 Estadiaje del cáncer de mama 
Todos los subtipos de cáncer de mama se clasifican en estadios según la extensión 
de la enfermedad. Se utiliza el sistema de clasificación TNM basado en el tamaño del 
tumor (T), a la afectación de los ganglios linfáticos regionales (N) y en la aparición de 




Tabla 1. Estadiaje del cáncer de mama. 
2.2. Tratamiento del cáncer de mama 
El cáncer de mama presenta una gran heterogeneidad por lo que el tratamiento del 
mismo se basa en multitud de factores y debe individualizarse. Por lo general, a la mayoría 
de las pacientes  se les practicará algún tipo de cirugía que, a menudo, se combinará con 
radioterapia, quimioterapia o terapia hormonal. Clásicamente se iniciaba con la cirugía 
para después administrar el tratamiento sistémico y la radioterapia, pero en la actualidad 
se puede iniciar con la radioterapia y el tratamiento sistémico para permitir una cirugía 







El principal objetivo de la cirugía es la extirpación del tumor y el análisis de los 
ganglios axilares. En pacientes con cáncer de mama localizado, puede llevarse a cabo dos 
tipos de cirugía: 
- Cirugía conservadora. Implica la extirpación del tumor junto con una 
pequeña cantidad del tejido sano circundante y, en general, va acompañada 
de la administración de radioterapia con objeto de eliminar aquellas células 
tumorales que pudieran quedar tras la cirugía. 
- Mastectomía. Implica la extirpación completa de la mama. 
Los ganglios linfáticos axilares son de los primeros que se afectan por la 
diseminación de la enfermedad y por ello, durante la cirugía se extirpa el ganglio centinela 
para ver si está afectado o no por el tumor y realizar una linfadenectomía cuando sea 
necesario.  
2.2.2. Radioterapia 
La radioterapia se basa en el uso de rayos X de alta energía o de otros tipos de 
radiación para destruir las células tumorales o para impedir su crecimiento. Puede 
utilizarse como tratamiento adyuvante para eliminar células tumorales que pudieran haber 
quedado tras la cirugía o como tratamiento paliativo para aliviar el dolor que produce la 
afectación ósea o ganglionar o la presión craneal producida por alguna metástasis 
cerebral. Existen dos tipos de radioterapia y se aplica una u otra dependiendo del tumor 
[20]. 
- Radioterapia externa. Una máquina envía la radiación desde el exterior 
del cuerpo hacia el área donde se localiza el tumor. 
- Radioterapia interna o braquiterapia. Implica el uso de sustancias 
radiactivas que se aplican directamente en el área donde se localiza el 
tumor. 
2.2.3. Tratamiento sistémico 
El tratamiento sistémico, a diferencia de la cirugía o la radioterapia, actúa sobre 
todo el organismo ya que se administra vía intravenosa u oral. Este tipo de terapia se 
administra en estadios iniciales del cáncer de mama o como tratamiento adyuvante como 




El tratamiento sistémico en adyuvancia tiene como objetivo evitar que en un 
futuro puedan aparecer metástasis derivadas de células tumorales que pudieran haber 
quedado tras la cirugía y reducir así el riesgo de recaída y de muerte de las pacientes con 
cáncer de mama. Existen diferentes formas de tratamiento adyuvante y el uso de una u 
otra depende del pronóstico de la enfermedad y del tipo de cáncer de mama. 
- Terapia hormonal. Sólo se indica si el tumor es positivo para receptores 
hormonales y, habitualmente, se administra tras finalizar la quimioterapia. 
Según el Grupo Español de Investigación en Cáncer de Mama (GEICAM), 
en mujeres premenopáusicas se recomienda el uso de tamoxifeno en 
monoterapia o combinado con análogos de la hormona liberadora de la 
hormona luteinizante. En mujeres postmenopáusicas se recomienda el uso 
de inhibidores de la aromatasa de tercera generación como el letrozole 
[21]. 
- Terapias dirigidas. Actualmente la única terapia dirigida que se usa en 
adyuvancia en el cáncer de mama es el trastuzumab, una terapia anti-HER2 
que en combinación con la quimioterapia estándar reduce el riesgo de 
recaída y de muerte de las pacientes [18, 22]. 
- Quimioterapia. En el cáncer de mama, es habitual el uso de regímenes 
quimioterápicos que incluyen drogas que inducen daños en el DNA como 
las antraciclinas, la ciclofosfamida o el 5’fluor-uracilo, así como drogas 
dirigidas a microtúbulos entre las que tienen especial relevancia los 
taxanos como el paclitaxel o el docetaxel. Se ha demostrado que la 
combinación de taxanos con antraciclinas mejora los resultados de la 
terapia en términos de respuesta global [23]. Se recomienda el tratamiento 
con quimioterapia secuencial en lugar de poliquimioterapia debido a que 
la eficacia del tratamiento es similar independientemente de la forma de 
administración, pero la administración secuencial genera menor toxicidad 







3. Cáncer de próstata 
El cáncer de próstata es uno de los tumores con mayor tasa de incidencia y de  
mortalidad en hombres de todo el mundo. Según las estimaciones de la Agencia 
Internacional de Investigación del Cáncer que hacen referencia al año 2012,  cada año se 
diagnostican 1,1 millón de nuevos casos en la población masculina mundial y unos 32000 
nuevos casos en España [2, 25].  
Desde que se generalizó el test de diagnóstico precoz de determinación de los 
niveles del antígeno prostático específico (PSA) en sangre, la incidencia del cáncer de 
próstata ha aumentado, pero al diagnosticarse los tumores en fase inicial, la supervivencia 
también ha aumentado en las últimas décadas y se espera que esta tendencia continúe. A 
pesar de ello, en España se producen unas 5400 muertes anuales por cáncer de próstata 
[2, 25].  
3.1. Diagnóstico histopatológico del cáncer de próstata 
Actualmente, la mayoría de los cánceres de próstata se detecta mediante la 
detección del PSA en sangre y/o el examen digital de recto (DRE). Por lo general, los 
cánceres de próstata en fase inicial son asintomáticos, mientras que los de estadios más 
avanzados se pueden detectar por los síntomas que causan.  Si de acuerdo con las pruebas 
de detección y/o los síntomas se sospecha cáncer de próstata, el diagnóstico definitivo se 
realiza mediante una biopsia prostática [26].  
3.1.1. Grado histológico 
El grado de histológico del cáncer de próstata es determinado por el patólogo 
utilizando el sistema de puntuación de Gleason, basado en la medida en la que el tumor 
se asemeja histológicamente al tejido prostático normal. Consiste en la identificación de 
los dos patrones tumorales más prevalentes y en la asignación de una puntuación en escala 
del 1 al 5 a cada uno de ellos, los tumores cuyas células tienen una apariencia similar a 
las de las células normales reciben una puntuación baja, mientras que los tumores cuyas 
células se parecen menos a las células normales o tienen una  apariencia más agresiva 
reciben una puntuación más alta [27]. Histológicamente el sistema de Gleason se 
representa en 5 patrones: 
- Patrón 1. Las células tumorales se caracterizan por tener citoplasmas 




glándulas bien diferenciadas, pequeñas y con morfología uniforme. La 
masa tumoral está bien circunscrita sin infiltrar hacia las glándulas 
benignas adyacentes ni hacia el estroma. 
- Patrón 2. En esencia es similar al patrón 1, pero las glándulas presentan 
una ligera variación en tamaño y forma y no están tan bien circunscritas. 
En el interior de las glándulas, las células pueden estar apiladas en más de 
una capa y presentar un leve patrón cribiforme. 
- Patrón 3. Las células tumorales forman glándulas de tamaño y morfología 
muy variable, tanto las glándulas como las células tumorales libres 
infiltran hacia el estroma y muestran un patrón cribiforme.  
- Patrón 4. Las células tumorales son grandes, poligonales y poseen 
citoplasmas pálidos, muestran ciertas características de diferenciación 
glandular e infiltran de manera difusa hacia el estroma. 
- Patrón 5. Las células tumorales presentan escasa o ninguna diferenciación 
glandular e infiltran de forma difusa hacia el estroma, es lo que  se conoce 
como carcinoma indiferenciado. 
La puntuación definitiva de Gleason es la suma de las puntuaciones asignadas a 
cada uno de los dos patrones tumorales más prevalentes. En base a esto, los tumores 
obtienen una calificación de entre 2 y 10 puntos y se clasifican en bien diferenciados o 
bajo grado si la calificación es de 2-6 puntos, moderadamente diferenciados si la 
calificación es de 7 y poco diferenciados o alto grado si la calificación es de más de 8 
(Figura 4). Los tumores de bajo grado crecen más lentamente y tienen menos 





         
 
 
Figura 4. Sistema de puntuación de Gleason. (A) Representación de los 5 patrones 
histológicos establecidos por el sistema de Gleason. Adaptado de Gleason 1974 [27]. (B) 
La fotografía izquierda muestra un cáncer de próstata bien diferenciado con bajo grado 
de Gleason, mientras que la fotografía derecha muestra un cáncer de próstata pobremente 
diferenciado con alto grado de Gleason.   
 
3.1.2. Grado histológico 
Al igual que en el cáncer de mama, los patólogos utilizan el sistema TNM. Los 
resultados de la evaluación del tamaño, de la diseminación a ganglios linfáticos cercanos 
y de la existencia de metástasis a distancia se combinan además con el nivel de PSA en 
el momento del diagnóstico y con la puntuación de Gleason para determinar el estadio 











3.2. Tratamiento del cáncer de próstata 
El estadio del cáncer de próstata es uno de los factores más importantes para la 
elección de tratamiento, pero también se consideran otros factores como el riesgo de 
recurrencia tras el tratamiento inicial, la edad del paciente, su estado de salud o su 
expectativa de vida [29]. 
3.2.1. Terapia expectante y vigilancia activa 
Los tumores de próstata en estadio I o II frecuentemente crecen de manera muy 
lenta y, sobre todo en pacientes de edad avanzada, es probable que nunca necesiten 
tratamiento por lo que se recomienda la vigilancia activa. Este método se basa en la 
supervisión del cáncer mediante pruebas de PSA en sangre, DRE, ecografía transrectal y 
biopsias prostáticas a intervalos regulares de tiempo para determinar si el cáncer está 
creciendo o está adquiriendo características más agresivas y aplicar otros tratamientos en 
caso de que sea necesario [30]. 
3.2.2. Cirugía 
La cirugía es la opción más común para el tratamiento del cáncer de próstata 
localizado. El tipo principal de cirugía se conoce como prostatectomía radical y consiste 
en la extirpación de la glándula prostática y de una porción del tejido circundante, 
incluyendo las vesículas seminales. El objetivo principal de la prostatectomía es eliminar 
las células tumorales y, en la mayoría de las ocasiones, tiene un pronóstico excelente [31]. 
En caso de sospechar que el tumor se ha diseminado a los ganglios linfáticos, se puede 
realizar la extirpación de los ganglios linfáticos y analizarlos durante o después de la 
intervención.  
En los pacientes con cáncer de próstata avanzado se realiza otro tipo de cirugía 
denominada resección transuretral de la próstata que, aunque no tiene fines curativos, se 
lleva a cabo para aliviar los síntomas. 
3.2.3. Radioterapia 
La radioterapia utilizada puede ser externa o braquiterapia y se emplea como 
tratamiento inicial del cáncer de bajo grado confinado exclusivamente en la glándula 
prostática, con una tasa de curación similar a las de la prostatectomía radical [32]; como 
parte del tratamiento inicial junto con la terapia hormonal para tumores que se han 




cirugía en caso de que el tumor no se extirpara por completo o en caso de que el tumor 
regrese; y como terapia del cáncer avanzado para reducir el tamaño del tumor y para 
aliviar los síntomas. 
3.2.4 Terapia hormonal o de privación de andrógenos 
 Los andrógenos, a través de la unión al receptor androgénico median el desarrollo 
normal de la próstata, Huggins y Hodges realizaron un estudio en el año 1941 en el que 
observaron que la retirada de andrógenos mediante castración quirúrgica o química 
provocaba la reducción del cáncer de próstata [33], sentando las bases de la ablación 
androgénica para el tratamiento de esta enfermedad, que aunque provoca una reducción 
del tamaño tumoral o un crecimiento más lento durante un tiempo, por sí sola no es 
curativa. Por ello, la terapia hormonal se emplea cuando el cáncer de próstata se ha 
propagado lejos de la próstata, cuando el cáncer regresa tras la cirugía y/o la radioterapia, 
junto con la radioterapia si el tumor presenta un fenotipo agresivo (alta puntuación de 
Gleason, altos niveles de PSA en sangre o diseminación fuera de la próstata) o antes de 
la radiación para reducir el tamaño tumoral. El andrógeno más abundante es la 
testosterona, se sintetiza en los testículos y es transformada en la próstata en 5-
dihidrotestosterona (DHT), el metabolito activo. Otros andrógenos minoritarios son 
sintetizados en las glándulas adrenales y pueden transformarse también en testosterona.  
Cuando la DHT se une a su receptor, se induce la transcripción de genes regulados por 
promotores con elementos de respuesta a andrógenos [34].  
 La reducción de los niveles de andrógenos puede realizarse quirúrgicamente 
mediante orquitectomía o químicamente mediante el uso de análogos de la hormona 
liberadora de gonadotrofinas que son medicamentos que reducen la cantidad de 
testosterona producida por los testículos. Por otro lado, el uso de antiandrógenos, 
esteroideos o no esteroideos, bloquea la unión de los andrógenos a sus receptores, impide 
su actividad transcripcional y bloquea el crecimiento de las células tumorales. Casi todos 
los pacientes con cáncer de próstata son sensibles a la terapia hormonal reduciéndose el 
crecimiento tumoral por disminución de la proliferación celular y la inducción de 
apoptosis, pero tras un periodo de tiempo variable que oscila entre meses y años, la terapia 
hormonal fracasa y la enfermedad avanza hacia cáncer de próstata resistente a castración 




asociada con la desregulación del ciclo celular y de los mecanismos apoptóticos normales 
[35-37].   
3.2.5 Quimioterapia no hormonal 
Este tipo de terapia se administra cuando el cáncer de próstata se ha propagado 
fuera de la glándula prostática y la terapia hormonal ya no es eficaz. En estadios iniciales 
de la enfermedad no es un tratamiento convencional, pero algunos estudios están 
determinando si este tratamiento podría ser útil si se administra tras la cirugía. 
Normalmente se trata de fármacos dirigidos a microtúbulos como los taxanos  (docetaxel 
cabazitaxel y paclitaxel), drogas que inducen daños en el DNA como las antraciclinas, y 
otros fármacos que destruyen las células tumorales. Por lo general, los fármacos se usan 
en monoterapia y en la mayoría de los casos, el primer medicamento que se administra 
suele ser el docetaxel con un efecto beneficioso sobre la supervivencia [38]. 
 
4. Apoptosis 
 La apoptosis es un proceso fisiológico de muerte celular por el que las células 
mueren de forma controlada en respuesta a diferentes estímulos y conduciendo a la 
eliminación de células potencialmente peligrosas, dañadas o infectadas [39]. Se trata de 
un proceso esencial para el desarrollo normal de los organismos y para el control de la 
homeostasis de los tejidos, por lo que su desregulación puede ser la causa de diversas 
patologías como enfermedades degenerativas, autoinmunidad o cáncer [40]. La 
importancia de la apoptosis en el tratamiento del cáncer de mama y de próstata resulta de 
las evidencias que demuestran que las drogas quimioterápicas o la radiación ionizante 
utilizadas en el tratamiento de ambas patologías pueden activar la ruta apoptótica en las 
células tumorales y que, la incapacidad de dichos quimioterápicos para inducir apoptosis 
en estas células se asocia con una peor respuesta terapéutica, con un peor pronóstico y 
con la progresión de la enfermedad. 
Durante el proceso apoptótico, las células sufren una serie de cambios 
morfológicos como condensación de la cromatina y diversos orgánulos celulares, 
desintegración nucleolar y reducción del tamaño nuclear y celular, seguido de la 
fragmentación del núcleo y del citoplasma en pequeños corpúsculos rodeados de 




macrófagos. También se producen cambios bioquímicos como la activación de 
endonucleasas dependientes de Ca2+ y Mg2+ encargadas de la fragmentación del  
DNA genómico en los espacios internucleosomales, la pérdida del potencial de membrana 
mitocondrial o la exposición de fosfatidilserina en la hemimembrana externa, lo que las 
hace reconocibles para que puedan ser fagocitadas por los macrófagos  [41] (Figura 5).  
 
Figura 5. Cambios morfológicos y bioquímicos de la apoptosis. El esquema muestra 
los cambios morfológicos y bioquímicos que ocurren en una célula normal tras un 
estímulo apoptótico. 
 
Se conocen dos vías de inducción de apoptosis, la vía extrínseca o de receptores 
de muerte y la vía intrínseca o mitocondrial, e independientemente de la vía que se active, 
las caspasas son las principales ejecutoras de la apoptosis. Las caspasas son  un grupo de 
cisteína-proteasas sintetizadas como zimógenos que para activarse deben proteolizarse, 
evitando así una activación inadecuada. La acción de las caspasas, con frecuencia produce 
la inactivación de las proteínas diana, pero también pueden provocar la activación de las 
mismas si cortan un dominio regulador negativo o si inactivan una subunidad reguladora 




implicadas en apoptosis [42] y dependiendo de la función que desempeñen se pueden 
clasificar en varios grupos: 
- Grupo I. Se denominan caspasas inflamatorias ya que participan en la 
maduración de citoquinas, a este grupo pertenecen las caspasas -1, -4 y -
5. 
- Grupo II. Participan en la regulación de la apoptosis y, a su vez está 
formado por dos subgrupos: 
o Caspasas iniciadoras o apicales. Son activadas en respuesta a 
señales de estrés, daño celular o señales de muerte, este grupo lo 
componen las caspasas -2, -8, -9 y -10. 
o Caspasas efectoras o ejecutoras. Son activadas por las caspasas 
iniciadoras y son responsables de la proteólisis directa de diversos 
sustratos [40, 43], a este grupo pertenecen las caspasas -3, -6 y -7. 
 
Figura 6. Estructura y activación de caspasas. (A) Las caspasas inactivas o procaspasas 
presentan un prodominio en el extremo amino terminal y un dominio catalítico formado 
por dos subunidades unidas covalentemente, la subunidad grande o p20 contiene el centro 
activo de la enzima y la subunidad pequeña o p10 en el extremo carboxilo terminal. Las 
caspasas iniciadoras tienen prodominios grandes CARD (dominios de reclutamiento y 
activación de caspasas) o dominios DED (dominios efectores de muerte), mientras que 
las efectoras tiene prodominios pequeños (B) La forma activa de las caspasas es un 
tetradímero formado por dos subunidades p20 y dos subunidades p10, por lo que tienen 
dos centros activos. La dimerización de las caspasas iniciadoras está mediada por el 
prodominio, sin embargo la dimerización de las caspasas ejecutoras requiere la rotura de 







4.1. Vía apoptótica extrínseca o de receptores de muerte 
La vía apoptótica extrínseca es activada tras la interacción de diferentes ligandos, 
la mayoría de ellos pertenecientes a la familia del factor de necrosis tumoral (TNF), con 
los denominados receptores de muerte que pertenecen a la familia del receptor del factor 
de necrosis tumoral (TNFR) y que se localizan en la membrana plasmática. Dichos 
receptores poseen dominios de muerte citoplásmicos (Dominios DD) que median la 
transmisión de la señal entre los receptores y la maquinaria apoptótica de la célula [45-
47], de manera que cuando el ligando se une a su receptor, la señal de muerte se transmite 
mediante el complejo señalizador de inducción de muerte (DISC) produciéndose la 
activación de las caspasas -8 y -10 y propagándose la señal apoptótica al citosol  [46-48] 
(Figura 7). 
 
Figura 7. Esquema de la vía apoptótica extrínseca o de receptores de muerte. Esta 
vía se activa tras la unión de los receptores de muerte a sus ligandos, lo que implica la 
unión de los dominios de muerte de los receptores con los dominios de muerte de las 
proteínas adaptadoras. Como consecuencia, se produce el reclutamiento de las 
procaspasas -8 y -10 a través de sus dominios efectores de muerte dando lugar a la 




proteolítica de las procaspasas -8 y -10 provoca la activación de las caspasas efectoras y 
se produce la apoptosis. Adaptado de Ashkenazi y Dixit, 1998 [46]. 
 
4.2. Vía apoptótica intrínseca o mitocondrial 
La vía apoptótica intrínseca o mitocondrial se activa por diversos tipos de estrés 
como privación de factores de crecimiento o por diferentes daños intracelulares [49] y 
está controlada principalmente por la familia de proteínas Bcl-2. Uno de los puntos clave 
de esta vía es la liberación del citocromo c y otras proteínas reguladoras desde el espacio 
intermembrana mitocondrial hacia el citoplasma, proceso regulado por proteínas de la 
familia Bcl-2. Cuando el citocromo c es liberado al citoplasma, éste se une a Apaf-1 
(factor activador de proteasas apoptóticas) que tras sufrir un cambio conformacional 
recluta a la procaspasa-9 para formar un complejo denominado apoptosoma que 
promueve la activación de la caspasa-9, que a su vez activa a las caspasas ejecutoras -3 y 
-7, produciéndose la rotura de diversos sustratos [40, 50]. La rotura de la proteína PARP 
(poli-(ADP-ribosa)-polimerasa) por la caspasa-3 en las fases finales del proceso 
apoptótico se utiliza frecuentemente como marcador de apoptosis [44, 51] (Figura 9). 
4.2.1. Familia de proteínas Bcl-2 
Las proteínas de la familia Bcl-2 son las principales reguladoras de la vía 
apoptótica intrínseca y pueden suprimir o promover la apoptosis, ya que consta de 
miembros antiapoptóticos y proapoptóticos [52]. Los miembros de esta familia comparten 
al menos uno de los cuatro dominios de homología con Bcl-2 (dominios BH1-BH4), 
algunos de ellos poseen también un dominio transmembrana (dominios TM) que les 
permite anclarse en la membrana mitocondrial externa o en la membrana del retículo 
endoplásmico. En base a su función y a los dominios BH que presentan, las proteínas de 





Figura 8. Estructura y clasificación de las proteínas de la familia Bcl-2. Las proteínas 
de la familia Bcl-2 contienen dominios de homología con Bcl-2. En el esquema se 
representa la estructura de las proteínas antiapoptóticas, proteínas proapoptóticas 
multidominio y proteínas proapoptóticas “sólo BH3”, indicando la localización de los 
dominios BH1-4 en cada caso. Adaptado de Chipuk et al., 2010 [50]. 
 
- Proteínas antiapoptóticas (Bcl-2, Bcl-xL y Mcl-1). Poseen 4 dominios 
BH y un dominio TM. La función de estas proteínas es proteger a las 
células de estímulos apoptóticos mediante la unión a proteínas 
proapoptóticas efectoras e inactivación de las mismas para preservar la 
integridad de la membrana mitocondrial externa.  
- Proteínas proapoptóticas multidominio o efectoras (Bax y Bak). 
Poseen varios dominios BH y alguna también posee un dominio TM. 
Cuando estas proteínas se activan tras un estímulo apoptótico, forman 
homo-oligómeros que se integran en la membrana mitocondrial externa 
generando poros proteolipídicos que inducen su permeabilización y 
permiten la liberación de citocromo c al citosol. 
- Proteínas proapoptóticas “sólo BH3". Las proteínas de este grupo sólo 
poseen el dominio BH3 y en función de su capacidad para interaccionar 
con proteínas antiapoptóticas y/o proapoptóticas efectoras se dividen en 
dos subgrupos: 
o Sensibilizadoras o desrepresoras (Bad y Noxa). Únicamente se 
unen a proteínas antiapoptóticas neutralizando la acción de estas 
últimas y permitiendo la liberación de las proteínas proapoptóticas 
efectoras. 
o Activadoras directas (Bid y Bim). Interaccionan con proteínas 
antiapoptóticas y con proteínas proapoptóticas efectoras, por lo que 
pueden inducir directamente la oligomerización de Bax y Bak y la 






Figura 9. Esquema de la vía apoptótica intrínseca o mitocondrial. La vía apoptótica 
intrínseca puede activarse por diferentes estímulos de muerte o a través de la activación 
de Bid mediada por la activación de la vía apoptótica extrínseca. Tras un estímulo 
apoptótico, las proteínas “sólo BH3” se activan inhibiendo a las proteínas antiapoptóticas 
y permitiendo la activación de las proapoptóticas efectoras o activando directamente a 
estas últimas. Como consecuencia, se produce la permeabilización de la membrana 
mitocondrial externa y la liberación al citosol del citocromo c que junto con Apaf-1 
promueve la activación proteolítica de la caspasa-9. Tras la activación de la caspasa-9, se 
produce la activación de las caspasas efectoras y la apoptosis. Adaptado de Kollek et al., 
2016 [48] 
 
El equilibrio entre las proteínas proapoptóticas y antiapoptóticas determinan la 
susceptibilidad de las células a la apoptosis de forma que cualquier alteración que afecte 
a este equilibrio como sobre-expresión de antiapoptóticas, infra-expresión de 
proapoptóticas o defectos en la señalización de la apoptosis pueden contribuir a la 
patogénesis y a la progresión del cáncer y se observan en numerosos tipos de cáncer 
humano. Además, dichas alteraciones pueden estar implicadas en la aparición de 
resistencia a quimioterápicos [52, 53]. Concretamente, en cáncer de mama se ha descrito 
que la sobreexpresión de Bcl-2 y Bcl-xL induce resistencia a diferentes quimioterápicos, 




quimioterápicos como la doxorrubicina y los taxanos. Por otra parte, también se ha 
demostrado que la disminución de la proapoptóticas Bax o Bak suprime la apoptosis 
inducia por paclitaxel en células de cáncer de mama y su baja expresión en tejidos de 
pacientes con cáncer de mama se asocia con un peor pronóstico de la enfermedad [54-
60]. En líneas celulares de cáncer de próstata se ha demostrado que la sobreexpresión de 
Bcl-xL induce resistencia a múltiples quimioterápicos [61-63]. También, hay estudios 
que muestran que los tumores de próstata con peor pronóstico, aquéllos con alto grado de 
Gleason o que son resistentes a castración, expresan altos niveles de Bcl-xL [64]. Otros 
estudios han demostrado que la sobre-expresión de Bax en líneas celulares de cáncer de 
próstata sensibiliza a la apoptosis inducida por diversos agentes quimioterápicos a los que 
eran resistentes [65]. Todos estos datos indican que el equilibrio entre miembros pro- y 
anti apoptóticos de la familia Bcl-2 determina la susceptibilidad de las células a la 
apoptosis. 
 
5. Microtúbulos como diana farmacológica 
5.1. Microtúbulos 
Los microtúbulos son estructuras proteicas que forman parte esencial del 
citoesqueleto celular y juegan un papel crucial en la organización interna de todas las 
células eucariotas. Su componente principal es una proteína globular de 100 kDa llamada 
tubulina; comúnmente se denomina tubulina a un heterodímero formado por dos 
isoformas homólogas, α y β, que comparten aproximadamente el 40% de identidad de 
secuencia y poseen estructuras tridimensionales similares [66, 67].  Los dímeros de 
tubulina interaccionan entre sí para formar protofilamentos rectos que posteriormente se 
asocian de forma paralela y con cierto desplazamiento, estableciendo contactos laterales 
entre ellos para formar los microtúbulos, unas estructuras de 25 nm de diámetro y longitud 
variable [68, 69].  
Debido a que cada protofilamento está delimitado por α-tubulina en un extremo y 
por β-tubulina en otro, los microtúbulos son estructuras polarizadas y se denomina 
extremo negativo al extremo delimitado por α-tubulina y extremo positivo al delimitado 
por β-tubulina [70]. Los heterodímeros de tubulina se añaden con menor afinidad a la α-
tubulina que a la β-tubulina, por lo que el extremo positivo de los microtúbulos es, 




polimerización frente a la despolimerización, mientras que en el extremo negativo 
predomina la despolimerización (Figura 10). 
 
Figura 10. Estructura de los microtúbulos. (A) Las subunidades de α-tubulina y β-
tubulina forman heterodímeros que interaccionan linealmente para formar el 
protofilamento. Los protofilamentos se asocian lateralmente dando lugar a la pared 
cilíndrica del microtúbulo. (B) El esquema muestra el extremo positivo del microtúbulo 
o extremo de polimerización, y el extremo negativo del microtúbulo o extremo de 
despolimerización, delimitados por β-tubulina y α-tubulina respectivamente. Adaptado 
de Stanton et al., 2011 [71]. 
 
Una vez que comienza la formación de un microtúbulo, la incorporación de 
nuevos dímeros de tubulina hace que crezcan en longitud, pero este proceso puede  
detenerse e incluso revertir de forma que el microtúbulo comience a despolimerizarse [72, 
73]; esta alternancia entre polimerización y despolimerización se denomina inestabilidad 
dinámica y es un fenómeno dependiente del aporte continuo de energía procedente de la 





Figura 11. Dinámica de los microtúbulos, modelo del tapón de tubulina-GTP. La 
adición de nuevos dímeros de tubulina al microtúbulo, requiere que las subunidades de 
α-tubulina y β-tubulina estén unidas a GTP y que la molécula de GTP de la β-tubulina se 
hidrolice a GDP liberándose un fosfato inorgánico. Esta hidrólisis de GTP se realiza tras 
un lapso de tiempo, por lo que si la adición de dímeros es rápida, el extremo positivo del 
microtúbulo estará delimitado por un tapón de tubulina-GTP y se favorecerá la elongación 
del microtúbulo, mientras que si la adición de dímeros es lenta, la molécula de GTP es 
hidrolizada y en el extremo positivo del microtúbulo estará delimitado por tubulina-GDP 
y se favorecerá la despolimerización. Adaptado de Jordan y Wilson, 2004 [77]. 
 
Las propiedades dinámicas de los microtúbulos son esenciales para el desempeño 
de algunas de sus funciones como son el mantenimiento de la forma celular, el transporte 
intracelular o la formación el huso mitótico [78, 79]. Durante la formación del huso 
mitótico, los extremos negativos de los microtúbulos se concentran en los polos del huso, 
en torno a los centrosomas, y los extremos positivos se dirigen hacia el ecuador, lugar en 
el que los cromosomas deben alinearse correctamente para formar la placa metafásica 
antes de separarse y dar lugar a las dos células hijas. Una alteración en la dinámica de los 
microtúbulos afecta a todas estas funciones, entre ellas a la formación del huso mitótico 
y a la progresión normal del ciclo celular [80]. 
El papel crítico de los microtúbulos durante la división celular junto con la elevada 
tasa de crecimiento de las células tumorales hacen de la tubulina una diana muy 
importante para el desarrollo de quimioterápicos. Por ello, desde que la tubulina se 
identificara como la proteína de unión a la colchicina, un veneno natural con efectos sobre 
el ciclo celular y, en particular, sobre la formación del huso mitótico [81, 82], el interés 
por esta proteína como diana antitumoral ha ido en aumento [83]. 
5.2. Drogas dirigidas a microtúbulos 
 Este grupo de compuestos ejercen su acción interaccionando con la tubulina e 
inhibiendo la dinámica de los microtúbulos, lo que impide la formación del huso mitótico 
y el alineamiento de los cromosomas en la placa metafásica, con el consiguiente bloqueo 
de la mitosis en la transición metafase-anafase y, como consecuencia, inhibiendo la 
proliferación celular. Debido a esto, los fármacos dirigidos a microtúbulos a menudo se 
denominan antimitóticos. En la actualidad se conocen multitud de compuestos de este 
tipo y muchos de ellos se usan satisfactoriamente en el tratamiento de diversos tipos de 




 Las drogas dirigidas a microtúbulos se han clasificado convencionalmente en 
dos grandes grupos en base a los efectos que producen sobre la masa total de los 
microtúbulos cuando son administrados a altas concentraciones [83, 86]. Podemos 
distinguir: 
- Desestabilizadores de microtúbulos (alcaloides de la Vinca, colchicina, 
PEITC). Inhiben la polimerización de los microtúbulos 
desestabilizándolos y provocando una disminución de la masa total del 
polímero [87, 88]. 
- Estabilizadores de microtúbulos (taxanos, epotilonas, 
discodermolide). Promueven la polimerización de los microtúbulos 
estabilizándolos y provocando un aumento de la masa total de los mismos 
[89]. 
 Más recientemente, se considera que los efectos que ejercen estos compuestos 
sobre la dinámica de microtúbulos tienen más importancia que los efectos que producen 
sobre la masa total de los mismos,  siendo esta circunstancia la que representa el 
mecanismo de acción que ocurre de forma más común en la clínica [90-92]. 
5.2.1. Paclitaxel 
 El paclitaxel pertenece al grupo de los taxanos y fue el primer compuesto 
estabilizador de microtúbulos descubierto, se aisló de la corteza del Taxus brevifolia en 
1971 [93, 94]. 
 Actualmente, tanto el paclitaxel como su análogo semisintético el docetaxel,  se 
utilizan con éxito en el tratamiento de gran cantidad de tumores sólidos como mama, 
ovario, pulmón, próstata o sarcoma de Kaposi [77, 95-97]. A pesar de ello, desventajas 
como su baja solubilidad acuosa, sus efectos secundarios (neurotoxicidad) o el desarrollo 
de resistencias de las células tumorales, limitan su aplicabilidad [98]. 
5.2.2. Feniletil-isotiocianato (PEITC) 
 El PEITC es un derivado de plantas crucíferas perteneciente al grupo de los 
isotiocianatos. Es uno de los isotiocianatos  más extensamente estudiados y se ha 
demostrado que posee actividad quimiopreventiva y quimioterápica frente a varios tipos 




 Numerosos estudios preclínicos demuestran la eficacia antitumoral del PEITC 
y apoyan su uso clínico para el tratamiento de varios tipos de cáncer, entre ellos próstata, 
pulmón y mama [101-104].  También se ha demostrado su eficacia en combinación con 
otros agentes quimioterápicos convencionales como docetaxel en cáncer de próstata 
[105], vimblastina en cáncer de mama [106] o cisplatino en cáncer de cuello uterino y 
mama [107]. Todo ello indica que el PEITC puede potenciar los efectos de los agentes 
quimioterápicos clásicos y, que el uso de terapias combinadas podría ser beneficioso para 
el tratamiento del cáncer resistente a alguno de estos quimioterápicos. Aunque estos datos 
justifican el uso del PEITC en pacientes, se requieren más evidencias para su aplicación 
clínica en el tratamiento del cáncer y, con este objetivo, se están llevando a cabo varios 
ensayos clínicos en fase I y II en cáncer de pulmón y cáncer oral, en los que el PEITC es 
el protagonista y cuyos resultados se publicarán en un futuro próximo [99, 100, 108]. 
5.3. Drogas dirigidas a microtúbulos y bloqueo del ciclo celular en mitosis 
 El ciclo celular consta de dos periodos: 
- Interfase. Es el periodo de mayor duración del ciclo celular y en él, la 
célula aumenta de tamaño y duplica su material genético. Se divide en tres 
fases: 
o Fase G1. La célula duplica su tamaño y sintetiza diferentes 
orgánulos y proteínas. 
o Fase S. Es la fase de síntesis del DNA y al final de la misma hay 
dos copias exactas de cada cromosoma. 
o Fase G2. Durante esta fase la célula se prepara para la división 
celular. 
- Mitosis. Es un proceso de división celular asociado a la generación de dos 
células hijas exactamente iguales a la célula de origen. Se divide en 4 fases: 
o Profase. Esta fase se caracteriza por la condensación de la 
cromatina para la generación de los cromosomas y por la ruptura 
de la membrana nuclear. Durante profase, los cromosomas están 
formados por dos cromátidas hermanas que se mantienen unidas a 
través de una estructura proteica llamada centrómero. 
o Metafase. Los centrosomas se duplican y migran hacia polos 
opuestos de la célula, desde donde actúan como centros 




mitótico. Además, los cromosomas se alinean en el centro de la 
célula y se unen a los microtúbulos del huso mitótico formando la 
placa metafásica. 
o Anafase. Las cromátidas hermanas se separan y se dirigen a polos 
opuestos de la célula. 
o Telofase. Cada juego de cromátidas hermanas es rodedado por una 
membrana nuclear, lo que dará lugar a los núcleos de las células 
hijas tras la citocinesis. 
 Durante la mitosis, el punto de control del huso mitótico (SAC) es el 
responsable de la generación de una señal inhibitoria de anafase y retrasando la 
segregación de los cromosomas hasta que todas las cromátidas hermanas estén unidas y 
perfectamente orientadas en el huso mitótico formando la placa metafásica. Entre otros 
componentes del SAC, encontramos a la proteína BubR1 que se une a Cdc20 regulando 
negativamente la actividad del complejo promotor de anafase/ciclosoma (APC/C) e 
impidiendo la poliubiquitinación de dos sustratos claves de esta ubiquitina ligasa como 
son ciclina B1 y Pttg1, previniendo su degradación por el proteasoma 26S y retrasando el 
inicio de anafase [109-111]. Ante una mitosis normal, el punto de control del huso se 
satisface favorablemente y el APC/C ubiquitina a la ciclina B1 y al Pttg1 provocando su 
rápida degradación por el proteasoma, lo que conduce a la salida de mitosis y a la división 





Figura 12. Estado de activación y función del SAC durante el ciclo celular. El SAC, 
representado por varios de sus componentes como BubR1, Mad2 o Bub3, se mantiene 
activo hasta que los cinetocoros de los cromosomas están unidos a los microtúbulos del 
huso mitótico y las cromátidas hermanas están perfectamente biorientadas, con el objetivo 
de  asegurar la correcta segregación de las cromátidas hermanas durante la división 
celular. La inactivación del SAC implica la liberación de Cdc20 y la consecuente 
activación del APC/C, esto conduce a la ubiquitinación de sus sustratos de anafase ciclina 
B1 y Pttg1 y, a la posterior degradación proteolítica de los mismos por el proteasoma. La 
degradación de ciclina B1 y Pttg1 provoca la inactivación de Cdk1 y la activación de la 
separasa respectivamente y, como consecuencia, las cromátidas hermanas se separan. 
Tras esto se produce la citocinesis y la célula sale de mitosis. El uso de drogas dirigidas 
a microtúbulos, impide la correcta formación del huso y esto induce una activación 
crónica del SAC evitando la degradación proteolítica de ciclina B1 y Pttg1 lo que retrasa 
el inicio de anafase. Adaptado de Musacchio y Salmon, 2007 [110]. 
 
 
 Las drogas dirigidas a microtúbulos como el paclitaxel, impiden la correcta 
formación del huso mitótico provocando una activación crónica del SAC  y un arresto 
prolongado en mitosis [114, 115]. En ocasiones, a pesar de la activación mantenida del 
SAC por la exposición a drogas dirigidas a microtúbulos, la ciclina B1 es capaz de 
degradarse [115, 116]. Si los niveles de ciclina B1 caen por debajo del umbral requerido 
para mantener el bloqueo en mitosis, la célula escapará de esta fase del ciclo celular; este 
proceso por el que la célula escapa del arresto en mitosis incluso en condiciones que 
mantienen el SAC activo, como es el tratamiento con paclitaxel, se denomina 
deslizamiento mitótico. 
 Tras una parada prolongada en mitosis inducida por la activación del SAC, se 
han descrito varios destinos posibles para las células. Algunas mueren durante la parada 
en mitosis, mientras que otras escapan del bloqueo en mitosis mediante deslizamiento en 
un estado G1 tetraploide, tras el cual las células mueren, quedan bloqueadas en G1 o 
inician una nueva ronda de ciclo celular [110, 112, 115, 117, 118] (Figura 13). Estas 
diferentes posibilidades indican que el bloqueo de la división celular previene la 
proliferación celular, pero no necesariamente mata a las células. La relación entre el 
bloqueo en mitosis inducido por las drogas antimitóticas y la supervivencia o muerte de 
las células no se conoce totalmente, aunque se ha propuesto un modelo en el que dos redes 
compiten entre sí durante la parada en mitosis, una de ellas induce las rutas de muerte y 
la otra controla la degradación de ciclina B1 y la salida de mitosis. Ambas redes tienen 
umbrales, de modo que si lo primero que ocurre es que los niveles de ciclina B1 caen por 




de muerte es el que se alcanza en primer lugar, la célula morirá durante la parada en 
mitosis [118]. 
 
Figura 13. Destinos posibles de las células tratadas con drogas dirigidas a 
microtúbulos. La exposición a antimitóticos, provoca la activación crónica del SAC y, 
por tanto, el bloqueo del ciclo celular en mitosis. Tras el bloqueo en mitosis, las células 
pueden morir durante la mitosis, dividirse asimétricamente generando células hijas 
aneuploides o salir de la mitosis sin citocinesis mediante deslizamiento. Así mismo, tras 
el deslizamiento las células pueden morir, quedar bloqueadas en G1 durante un tiempo 
indefinido o continuar con una nueva ronda de ciclo celular. Adaptado de Gascoigne y 
Taylor, 2009 [118]. 
 
6. Proteína quinasa C delta (PKCδ) 
 La familia PKC son un conjunto de serina/treonina quinasas que consta al 
menos de 10 isoformas codificadas por 9 genes diferentes en mamíferos. Habitualmente, 
los miembros de esta familia se dividen en tres grandes grupos atendiendo a su estructura 
primaria y al requerimiento de distintos cofactores para la regulación de su actividad 
enzimática [119]: 
- PKCs clásicas (PKCα, PKCβI, PKCβII y PKCγ). Poseen dos copias del 
dominio C1 y un dominio C2 en su región reguladora, para su activación 
requieren diacilglicerol o ésteres de forbol, fosfolípidos aniónicos como la 
fosfatidilserina o fosfatidilinositol-bifosfato e inones Ca2+ [120]. 
- PKCs nuevas (PKCδ, PKCε, PKCη y PKCθ). Estructuralmente son 




pero este último se localiza en el extremo amino terminal. Las PKCs 
pertenecientes a este grupo no requieren iones Ca2+ para su activación, son 
dependientes de diacilglicerol o de ésteres de forbol [121]. 
- PKCs atípicas (PKCζ y PKCι/λ). Carecen de dominio C2 y en su 
estructura aparece un dominio C1 atípico y un dominio PB1 de interacción 
con otras proteínas como PAR6. Su activación no es dependiente de iones 
Ca2+, de diacilglicerol ni de ésteres de forbol [122]. 
 
Figura 14. Estructura primaria de las isoenzimas de la familia PKC. Se representan 
de manera esquemática tanto los dominios característicos de cada grupo de PKCs, así 
como la posición que ocupan. En el extremo amino terminal se encuentra la región 
reguladora con el dominio pseudosustrato, y los dominios C1 y C2 que unen diferentes 
cofactores dependiendo de la isoforma. En el extremo carboxilo terminal, se localiza la 
región catalítica de la enzima con el dominio quinasa de unión al ATP y al sustrato. Los 
dominios catalíticos poseen también un lazo de activación, un motivo de giro y, a 
excepción de las PKCs atípicas, un motivo hidrofóbico. Adaptado de Newton, 2010 [121]. 
 
 
 Las PKCs están implicadas en la transducción de un amplio rango de señales 
extracelulares que inducen la generación de un segundo mensajero lipídico, por lo que 
regulan gran variedad de funciones celulares como  supervivencia, crecimiento, 
proliferación, migración, transformación maligna o apoptosis [123-125]. Alteraciones en 
la regulación de las proteínas de esta familia pueden provocar diversas fisiopatologías 
como cáncer, diabetes, enfermedades autoinmunes, enfermedades del sistema nervioso y 
diversas patologías cardiacas, pulmonares o renales [126]. Aunque el mecanismo 
molecular que conduce al estado patológico no está totalmente caracterizado, la mayoría 
de estudios apuntan a alteración en la localización subcelular, de los niveles de expresión 
y del estado de activación de las diferentes isoformas. 
 La primera evidencia que introdujo a las PKCs en la investigación oncológica 
fue su identificación como los receptores intracelulares de los ésteres de forbol, unos 




[127]. Actualmente existen numerosas evidencias que implican a la familia de las PKCs, 
de un modo incuestionable, en la generación de tumores y en la metástasis. Cada 
isoenzima se asocia de manera específica al desarrollo de determinados tipos de cáncer y 
a su evolución. La vinculación de las PKCs con la carcinogénesis, las convierte en dianas 
clave para el desarrollo de nuevas estrategias o terapias antitumorales. Está generalmente 
extendido que la activación de las PKCs contribuye al cáncer, pero en el caso de la PKCδ, 
más que su activación, es su inactivación la que se ha asociado con progresión tumoral 
[128, 129], mientras que hay algunos estudios que apuntan a un papel antiapoptótico y 
pro-supervivencia de la isoforma PKCδ, la mayoría de estudios indican que PKCδ 
promueve supresión de la proliferación e inducción de apoptosis [130]. La isoforma 
PKCδ se activa por numerosos estímulos apoptóticos inducidos por genotoxinas, estrés 
oxidativo y receptores de muerte [129, 131] y su inhibición bloquea la apoptosis inducida 
por gran variedad de estímulos en muchos tipos celulares [132, 133]. Entre los fenómenos 
apoptóticos inducidos por la activación de PKCδ encontramos el incremento de citocromo 
c, la secreción de factores de muerte celular, la activación de la ruta de JNK y p38, de las 
caspasas -3 y -8, de STAT1, de p53 y de laminina B [133, 134]. También interviene en la 
inhibición de las ciclinas A, D y E y en la hipofosforilación de la proteína de 
retinoblastoma [135, 136]. Además, la expresión de PKCδ está disminuida en cáncer de 
vejiga, cerebro y carcinomas de células escamosas, sugiriendo todo ello que esta isoforma 
posee una función supresora de tumores. 
 Concretamente, en el cáncer de próstata, hay estudios que vinculan a PKCδ con 
proliferación [137], angiogénesis [138] o migración e invasión [139-141], pero la mayoría 
de artículos indican que la expresión de PKCδ se requiere para la inducción de apoptosis  
por drogas antitumorales o a través de receptores de muerte [142-148]. En un artículo 
previo del laboratorio, documentamos que el silenciamiento de PKCδ disminuía la 
apoptosis inducida por el tratamiento con PEITC y anti-FAS  o con paclitaxel en la línea 
celular de cáncer de próstata LNCaP, y que la sobreexpresión de PKCδ incrementaba la 
apoptosis inducida por dichos tratamientos en la línea celular de cáncer de próstata PC3. 
Además, observamos la pérdida de expresión de PKCδ en pacientes con cáncer de 
próstata pobremente diferenciados con alto grado de Gleason, y esto podría estar 




































































































En la actualidad, los taxanos se incluyen en los regímenes quimioterápicos de 
elección más comunes para el tratamiento de tumores sólidos y, aunque han supuesto un 
gran avance en el tratamiento de la enfermedad metastásica del cáncer de mama y 
próstata, sus efectos secundarios y la adquisición de resistencia hacen necesaria la 
búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas. Por ello, los objetivos del estudio son: 
1. Estudiar la respuesta apoptótica inducida por taxanos y otras drogas dirigidas a 
microtúbulos en líneas celulares de cáncer de mama y próstata. 
 
2. Estudiar los efectos inducidos por los taxanos y otras drogas dirigidas a microtúbulos 
sobre el ciclo celular en las diferentes líneas celulares de cáncer de mama y próstata 
para determinar si la inducción de apoptosis es o no dependiente del bloqueo de las 
células en mitosis. 
 
3. Estudiar el comportamiento de las proteínas de la familia Bcl-2 en respuesta al 
tratamiento con taxanos y otros antimitóticos en las líneas celulares previamente 
mencionadas y determinar la relevancia de esta familia de proteínas en la sensibilidad 
a dichas drogas. 
 
4. Estudiar la influencia de PKCδ en la apoptosis inducida por taxanos en líneas 
celulares de cáncer de próstata.  
 
5. Analizar los niveles de expresión de proteínas de la familia Bcl-2, PKCδ y otras 
proteínas de interés en biopsias de pacientes con cáncer de mama o próstata, así como 
como su correlación con parámetros clínicos o con respuesta al tratamiento con 
taxanos. 
 
6. Búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas mediante la combinación de taxanos con 
otros antimitóticos u otros fármacos, con el objetivo de sensibilizar a las líneas 








































































































1. Cultivo de líneas celulares 
Las líneas celulares de cáncer de mama MDA-MB-231 y T-47D y las líneas 
celulares de cáncer de próstata PC3 y LNCaP, se obtuvieron de la colección de células de 
la “Interlab Cell Line Collection” (Génova, Italia). Todas ellas se cultivaron de manera 
rutinaria en medio RPMI 1640 (Lonza) suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 
10% (Biochrome, Millipore), glutamina 2 mM (Gibco), tampón HEPES (ácido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazine-etanosulfónico) 10 mM (Gibco), penicilina 50 U/ml y 
estreptomicina 50 µg/ml (Sigma), en un incubador humidificado a 37ºC y 5% de CO2. 
Los cultivos fueron diluidos de forma periódica mediante tripsinización para mantenerlos 
siempre a subconfluencia.  
1.1. Tripsinización 
Las células se lavaron con tampón fosfato salino (PBS) (Sigma) y posteriormente 
se añadió una solución de tripsina-ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) al 0.05% 
(Lonza) y se incubaron a 37ºC. El tiempo de incubación fue diferente para cada línea 
celular, en todos los casos se incubó el tiempo mínimo necesario para despegar cada una 
de las líneas celulares. Una vez despegadas, la tripsina se neutralizó mediante la adición 
de medio suplementado, el volumen de medio suplementado añadido fue 4 veces el 
volumen de tripsina. Tras esto, las células se centrifugaron durante 5 minutos a 1800 rpm, 
se resuspendieron en medio suplementado y se sembraron de nuevo. Este mismo 
procedimiento se usó para recoger los experimentos realizados con dichas líneas 
celulares. 
1.2. Congelación de células 
Los cultivos celulares subconfluentes se alimentaron entre 4 y 6 horas antes de la 
congelación, se tripsinizaron, se resuspendieron en medio de congelación y se pusieron 
aproximadamente 5×106 células/criotubo. La suspensión de células en medio de 
congelación se enfrió a 4ºC durante una hora, se congelaron a -80ºC durante 24-48 horas 
y posteriormente se guardaron en nitrógeno líquido indefinidamente.  
1.3. Descongelación de células 
Las células se descongelaron transfiriendo los criotubos del nitrógeno líquido a un 
baño a 37ºC, agitando el criotubo en el agua hasta su completa descongelación. Las 




células se resuspendieron en medio suplementado, se sembraron en un frasco de cultivo 
y se incubaron a 37ºC y 5% de CO2.  
2. Ensayos de inducción de apoptosis 
Las soluciones de paclitaxel (Calbiochem), PEITC (Sigma), LY294002 
(Calbiochem) y XAV939 (Selleck Chemicals) se prepararon a 10 mM en dimetil-
sulfóxido (DMSO) (Calbiochem), se alicuotaron y se conservaron a -20ºC. Las células se 
sembraron a subconfluencia y se incubaron durante 24 horas para permitir su adhesión y 
a continuación se añadió DMSO a las células no tratadas, usadas como control, y las 
diferentes drogas o combinaciones de drogas indicadas en cada caso. Las concentraciones 
de paclitaxel utilizadas en las líneas celulares de cáncer de mama y próstata fueron 1 y 
2.5 µM respectivamente, la concentración de PEITC utilizada en las líneas celulares de 
cáncer de mama fue 10 µM, la concentración de LY294002 utilizada en las líneas 
celulares de cáncer de próstata fue 0.5 µM  y la concentración de XAV939 utilizada en 
las líneas celulares de cáncer de próstata fue 1 µM. En las líneas celulares de cáncer de 
mama, los tratamientos secuenciales se realizaron añadiendo la primera droga durante 24 
horas y después, añadiendo la segunda droga  durante 24 o 48 horas. En el caso de las 
líneas celulares de cáncer de próstata, los tratamientos secuenciales se realizaron 
añadiendo la primera droga durante 8 horas y después, añadiendo la segunda droga 
durante 40 horas. La inducción de apoptosis se midió mediante la activación de caspasas 
y el clivado de la PARP por Western blot y mediante la cuantificación de cuerpos 
apoptóticos en los diferentes tratamientos. 
2.1. Cálculo del porcentaje de PARP clivada 
El porcentaje de clivado de PARP se calculó como el valor densitométrico de la banda 
de PARP clivada (85 kDa) dividida por el valor densitométrico de las bandas de PARP 
intacta y clivada (116 y 85 kDa) y multiplicada por 100. 
2.2. Tinción y cuantificación de cuerpos apoptóticos 
 Las células sometidas a los diferentes tratamientos se improntaron en portaobjetos 
silanizados, se fijaron en una solución de metanol:ácido acético glacial (3:1) (Fisher 
Chemicals y Merck) durante 10 minutos a -20ºC y se dejaron secar al aire. Posteriormente 
se tiñeron con DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol, Vysis) y se visualizaron en un 
microscopio de fluorescencia equipado con los filtros adecuados y con una cámara digital 




(Leica). Al menos se examinó la morfología nuclear de 100 células y se calculó el 
porcentaje de cuerpos apoptóticos para cada condición. 
 
3. Ensayos de silenciamiento génico 
Los ensayos de silenciamiento génico se realizaron con RNAs de interferencia 
pequeños (siRNAs) y el reactivo DharmaFECT 2 (GE Dharmacon) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. El siRNA control negativo y el siRNA específico para PKCδ 
utilizados en los experimentos fueron pools validados de GE Dharmacon (ON-TARGET 
plus Non-targeting pool D-001810 y ON-TARGET plus Human PRKCD siRNA-
SMART pool L-003524). Todos los siRNAs se usaron a una concentración de 50 nmol/L. 
Las células se sometieron a diferentes tratamientos 24 horas después del silenciamiento. 
 
4. Ensayos clonogénicos 
 Las células se sembraron en pocillos de 2 cm2, tras 24 horas de incubación se 
transfectaron con siRNA control o con siRNA PKCδ y 24 horas después fueron sometidas 
a diferentes tratamientos, tras los cuales, el medio que contenía las diferentes drogas o 
combinaciones de drogas se eliminó y se sustituyó por medio RPMI suplementado y las 
células se incubaron a 37ºC y 5% CO2. Transcurridos 14 días desde el final del 
tratamiento, se descartó el medio y tras un lavado con PBS las células se fijaron y se 
tiñeron siguiendo el método panóptico rápido (QCA), un método de tinción celular 
diferencial que se lleva a cabo en tres pasos y que implica el uso de tres soluciones: 
- Solución panóptico nº 1. Se trata de una solución alcohólica de 
triarilmetano que fija las células evitando el deterioro de las mismas.  
- Solución panóptico nº 2. Se trata de una solución tamponada de xanteno 
que proporciona una tinción rosa pálido del citosol y de las granulaciones 
acidófilas. 
- Solución panóptico nº 3. Se trata de una solución tamponada de tiazina 
que proporciona una tinción de color azul-violeta de los núcleos y las 
granulaciones basófilas. Tras la adición de esta última solución, se lavó 
con agua destilada hasta eliminar el exceso de colorantes y se dejó secar. 




Finalmente, las células se visualizaron en un microscopio invertido equipado con 
una cámara digital y se contabilizó el número de colonias formadas en cada una de las 
condiciones, considerándose como colonias aquellos clones de más de 50 células. 
 
5. Western blot 
Las células sometidas a los diferentes tratamientos se tripsinizaron, se 
centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm, se retiró el sobrenadante y el botón celular 
se lavó en 1 ml de PBS. Nuevamente las células se centrifugaron durante 10 minutos a 
3000 rpm, se retiró el sobrenadante y se lisaron con homogeneizadores de plástico 
(Eppendorf) en tampón de lisis NonidetP-40 (NP-40) con inhibidores de proteasas 
(Sigma) y fosfatasas (Roche). Los lisados se incubaron durante una hora a 4ºC y se 
centrifugaron 30 minutos a 12000 rpm y a 4ºC. La concentración de proteínas de los 
lisados se cuantificó mediante ensayo colorimétrico usando el método BCA (BCA Protein 
Assay Kit, Pierce) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las proteínas se 
desnaturalizaron añadiendo tampón de carga de Laemmli 1× y calentando a 98ºC durante 
2 minutos en un termobloque. Generalmente, 10 µg de proteínas de cada lisado se 
separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) 
utilizando como electrolito tampón Tris-glicina 1×.  Las proteínas del gel se 
electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa (AmershamTM Hybond-ECL, GE 
Healthcare) aplicando un voltaje constante de 100 V durante 90-120 minutos, en tampón 
de transferencia. Las membranas de nitrocelulosa se tiñeron con una solución de Ponceau 
S 1× para comprobar que las cantidades de proteínas de las diferentes condiciones eran 
comparables.  
Para la inmunodetección, los sitios de unión inespecíficos de las membranas se 
bloquearon incubándolas durante 1 hora en tampón de bloqueo (Blocking Reagent, 
Roche) a temperatura ambiente y en agitación suave. Tras el bloqueo, se incubaron con 
el anticuerpo primario preparado a las concentraciones indicadas en tampón de bloqueo 
durante toda la noche, a 4ºC. Posteriormente, las membranas se lavaron utilizando tampón 
tris salino (TBS)-Tween 20 (2 lavados de 15 minutos, a temperatura ambiente y en 
agitación suave) y se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa, 
cabra anti-ratón o cabra anti-conejo (ECLTM anti-mouse IgG o ECLTM anti-rabbit IgG, 
GE Healthcare)  diluido en tampón de bloqueo durante 1 hora, a temperatura ambiente y 




en agitación suave. Tras la incubación, las membranas se lavaron en tampón TBS-Tween 
20 (2 lavados de 15 minutos, a temperatura ambiente y en agitación suave) y se les aplicó 
ECL Prime (AmershamTM ECLTM  Prime Western Blotting Detection Reagent, GE 
Healthcare) de acuerdo con el protocolo descrito por el fabricante. La señal 
quimioluminiscente se detectó utilizando películas de autorradiografía (AmershamTM 
Hyperfilm-ECL, GE Healthcare) y soluciones de revelado (Developer D-19, KODAK) y 
fijación (Rapid Fixer, ILFORD) siguiendo el protocolo descrito por los fabricantes. El 
análisis densitométrico de los Western blots se realizó con el programa QuantiScan 
(Biosoft). La β-actina se utilizó como control de carga.  
5.1. Anticuerpos utilizados para Western blot 
 En la tabla se detallan los anticuerpos utilizados para Western blot y la dilución a 
la que se usaron. 
 
Tabla 3. Listado de anticuerpos utilizados para Western blot. En la tabla se detallan 
los anticuerpos utilizados para este trabajo, indicando la casa comercial del mismo, el 
peso molecular de la proteína a la que va dirigido y la concentración a la que se utilizó en 
Western blot. 
 




6. Ensayos de inmunoprecipitación 
Las células sometidas a los diferentes tratamientos se tripsinizaron, se 
centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm, se retiró el sobrenadante y el botón celular 
se lavó en 1 ml de PBS. Nuevamente las células se centrifugaron durante 10 minutos a 
3000 rpm, se retiró el sobrenadante y se lisaron con homogeneizadores de plástico en 
tampón de lisis CHAPS (3-[(3-colamidopropil)-dimetillammonio]-2-hidroxi-1-
propanosulfonato) con inhibidores de proteasas y fosfatasas. El uso de CHAPS, un 
detergente zwitteriónico, evita las interacciones artefactuales entre proteínas de la familia 
Bcl-2 observadas con el uso de detergentes no iónicos [149].  La concentración de 
proteínas de los lisados se cuantificó mediante el método BCA siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Entre 1 y 2 mg de proteínas de los lisados se incubaron con 80 µl de bolas 
de proteína A-sefarosa (GE Healthcare) durante 4 horas, en rotación a 4ºC y, se 
centrifugaron durante 5 minutos a 6000 rpm y a temperatura ambiente. Los sobrenadantes 
se incubaron con suero normal de conejo (NRS, Oncogene) durante toda la noche, en 
rotación a 4ºC. A continuación, se añadieron 80 µl de bolas de proteína A-sefarosa 
durante 4 horas, en rotación a 4ºC y, nuevamente se centrifugaron durante 5 minutos a 
6000 rpm a temperatura ambiente. Los sobrenadantes se incubaron con el anticuerpo 
policlonal anti-Bak (BD Biosciences) o con NRS, durante 1 hora, en rotación a 4ºC y los 
inmunocomplejos se precipitaron añadiendo 40 µl de bolas de proteína A-sefarosa e 
incubando durante 1 hora, en rotación a 4ºC. Tras 4 lavados en tampón CHAPS y 2 
lavados en tampón NP-40, se añadieron 15 µl de tampón de carga Laemmli a las bolas 
unidas a los inmunocomplejos y se hirvieron a 98ºC durante 2 minutos en un termobloque. 
Finalmente, se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida de gradiente 4-20% 
(Invitrogen) utilizando el tampón Tris-glicina 1× como electrolito.  
Las proteínas del gel se electro-transfirieron a membranas de nitrocelulosa 
aplicando un voltaje constante de 100 V durante 90-120 minutos. Las membranas de 
nitrocelulosa se tiñeron con una solución de Ponceau S 1× para comprobar que las 
cantidades de proteínas de las diferentes condiciones eran comparables. Para la 
inmunodetección, las membranas se incubaron durante 1 hora en tampón de bloqueo 
temperatura ambiente y en agitación suave. Tras el bloqueo, se incubaron con el 
anticuerpo anti-Bcl-xL (Santa Cruz) diluido en tampón de bloqueo (1:100) durante toda 
la noche, a 4ºC. Posteriormente, las membranas se lavaron en tampón TBS-Tween 20 (3 
lavados de 10 minutos, a temperatura ambiente y en agitación suave) y se incubaron con 




el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa, cabra anti-ratón (GE Healthcare)  
diluido en tampón de bloqueo durante 1 hora, a temperatura ambiente y en agitación 
suave. Tras la incubación, las membranas se lavaron en tampón TBS-Tween 20 (3 lavados 
de 10 minutos, a temperatura ambiente y en agitación suave) y se les aplicó ECL Prime. 
La señal quimioluminiscente se detectó utilizando películas de autorradiografía y 
soluciones de revelado y fijación. Esas mismas membranas se lavaron en tampón TBS-
Tween 20 (3 lavados de 10 minutos, a temperatura ambiente y en agitación suave) y se 
reincubaron con el anticuerpo anti-Bak  diluido en tampón de bloqueo (1:3000), 
repitiendo el proceso para la inmunodetección de Bak. El análisis densitométrico de los 
Western blots se realizó con el programa QuantiScan, corrigiendo las unidades 
densitrométricas de la proteína Bcl-xL con las unidades densitométricas de la proteína 
Bak. 
 
7. Preparación de geles de acrilamida 
El sistema de geles utilizado fue un sistema discontinuo en el que el gel de 
poliacrilamida está formado por dos geles de distinta porosidad y pH. El gel inferior o 
“separador” determina la movilidad de las proteínas en función del tamaño del poro, el 
cual depende de la concentración de monómeros de acrilamida y bis-acrilamida. Los geles 
de poro mayor (5-7%) se utilizan para separar proteínas de alto peso molecular y los geles 
de poro menor (15-20%) se utilizan para separar proteínas de bajo peso molecular. El gel 
superior o “compactador” es de poro muy grande (4%) y provoca la compactación de la 
muestra de proteínas para que, al alcanzar la frontera que lo separa del “gel separador”, 
todas las proteínas se separen a partir del mismo frente de migración. En nuestro caso, 
utilizamos un porcentaje de acrilamida intermedio para el “gel separador” (8%) ya que 
permite una separación adecuada para la mayoría de proteínas.  
Los geles de poliacrilamida se elaboraron en el laboratorio utilizando el Mini-
Protean® System Casting Stand (Bio-Rad). Los reactivos utilizados para la preparación 
de los geles fueron una solución comercial de acrilamida:bisacrilamida (29:1) (Fluka, 
Sigma), tampón Tris-clorhídrico 1 M (pH: 6.8), tampón Tris-clorhídrico 1.5 M (pH: 8.8), 
SDS (Dodecil sulfato) al 10% (pH: 7.2), TEMED (N,N,N’,N-tetraetilendiamina, Sigma) 
como agente iniciador de la polimerización y el anión persulfato (S2O8) en forma de 
persulfato amónico (APS, Gibco) como catalizador de la reacción de polimerización. 




En primer lugar, todo el material necesario se lavó con agua bidestilada y se dejó 
secar con el objeto de eliminar cualquier partícula que impidiera la correcta 
polimerización de los geles. Posteriormente, se montaron los cristales de manera 
adecuada y se colocaron en el sistema de sujeción, se llenaron con agua bidestilada para 
comprobar que no se producían fugas y una vez comprobado esto, se retiró el agua 
bidestilada del molde formado por los cristales. La mezcla de los reactivos para la 
preparación del “gel separador” y el “gel compactador” se realizó a 4ºC y añadiendo 
siempre en último lugar el APS y el TEMED. Primero se introdujo en el molde la mezcla 
del “gel separador”, dejando suficiente espacio para la posterior colocación del peine y 
se rellenó este espacio con agua bidestilada, ya que el oxígeno es un inhibidor de la 
polimerización. Se permitió que la polimerización transcurriera a temperatura ambiente 
durante unos 15-20 minutos y tras esto, se retiró el agua bidestilada, se añadió la mezcla 
del “gel compactador”, se colocó el peine evitando que se formaran burbujas y de nuevo, 
se permitió la polimerización a temperatura ambiente durante 15-20 minutos. 
 
8. Análisis de ciclo celular mediante citometría de flujo 
 Tras realizar los diferentes tratamientos, las células se tripsinizaron, se 
centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm, se retiró el sobrenadante y el botón celular 
se lavó en 1 ml de PBS. Después de una nueva centrifugación de 10 minutos a 3000 rpm, 
se retiró el sobrenadante y las células se fijaron en etanol al 70%, resuspendiendo el botón 
en 300 µl de PBS frío e inyectando 700 µl de etanol absoluto frío. Una vez fijadas, se 
centrifugaron 10 minutos a 3000 rpm, se realizaron dos lavados en PBS y se incubaron 
con una solución de RNasa A 0,2 mg/ml (Sigma) durante 1 hora a 37ºC. A continuación 
se incubaron con una solución de yoduro de propidio 20 µg/ml (Sigma) durante 15 
minutos a 4ºC y en oscuridad. El yoduro de propidio es un compuesto fluorescente que 
se intercala estequiométricamente en el DNA, de forma que las células que se encuentran 
en fase G1, tienen una copia de DNA y una intensidad de fluorescencia 1×, las células en 
fase G2/M tienen dos copias de DNA y una intensidad de fluorescencia 2×, y las células 
que están en fase S (fase de síntesis de DNA) tienen una intensidad de fluorescencia 
mayor que la de las células en fase G1 y menor que la de las células en G2/M. De forma 
que cuando las células teñidas con yoduro de propidio se pasaron por el citómetro de flujo 
(FACScan, BD Biosciences) utilizando el programa CellQuest Pro (BD Biosciences) para 




la adquisición de datos, se generaron histogramas cuyos picos representan la población 
de células en fase G1 y la población de células en G2/M; con la población de células en 
fase S representada en forma de meseta comprendida entre ambos picos. El porcentaje de 
células en cada una de las fases del ciclo celular se cuantificó utilizando el programa 
ModFit LT2 (Verity Software). 
 
9. Hibridación fluorescente in situ 
 Las células se sometieron a diferentes tratamientos, se tripsinizaron, se 
centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm. Tras un lavado en PBS y una nueva 
centrifugación de 10 minutos a 3000 rpm, se retiró el sobrenadante y las células se 
resuspendieron en PBS realizando las improntas celulares sobre portaobjetos silanizados 
y dejando secar al aire. Después, se fijaron en una solución de metanol:ácido acético 
glacial (3:1) durante 10 minutos a -20ºC y se dejaron secar al aire. Los portaobjetos se 
sumergieron en una solución de citrato sódico salino (SSC) 2×/NP-40 0,3% durante 30 
minutos a 37ºC y seguidamente se deshidrataron en una serie de etanoles de concentración 
creciente y se dejaron secar al aire. A continuación, se añadió la mezcla de sondas 
centroméricas para los cromosomas 8 y 7 (Spectrum red y aqua, Vysis), se colocó un 
cubre y se selló la zona de hibridación con un adhesivo (Fixogum Rubber Cement, 
Marabu). El DNA celular y las sondas se co-desnaturalizaron durante 5 minutos a 72ºC y 
se hibridaron durante toda la noche a 37ºC en una cámara húmeda. Tras la hibridación, 
los portaobjetos se lavaron en una solución SSC 2×/NP-40 0,3% durante 5 minutos a 
72ºC. A continuación, los cristales se introdujeron en una solución PBD 1× (Detergente 
en tampón fosfato, MP Biomedicals) durante 5 minutos a temperatura ambiente y se 
dejaron secar antes de la contratinción de los núcleos con DAPI. Finalmente, se 
visualizaron en un microscopio de fluorescencia equipado con los filtros adecuados y con 
una cámara digital y se contabilizó el número de señales para los cromosomas 8 y 17 por 
célula, en al menos 100 células de cada condición. Por último, se calculó el porcentaje de 
células con ploidía normal y el porcentaje de células con ploidía superior a la normal en 
cada caso.  
 





Los estudios realizados en estos pacientes se llevaron a cabo con el consentimiento 
informado de los mismos y fueron aprobados por el comité ético. 
10.1. Pacientes con cáncer de mama 
Se construyó una matriz con tejidos fijados en formol e incluidos en parafina de 
36 pacientes con cáncer de mama seleccionadas previamente, para participar en un ensayo 
clínico en el que fueron tratadas con 5-Fluoruracilo, epirrubicina y ciclofosfamida (FEC) 
o con FEC más paclitaxel (FECP) [150]. El tratamiento en el grupo FEC consistió en 6 
ciclos de 21 días de FEC (5-fluorouracilo a 600 mg/m2 de superficie corporal, epirubicina 
a 90 mg/m2 y ciclofosfamida 600 mg/m2, administrado por vía intravenosa) y el 
tratamiento en el grupo FECP consistió en 4 ciclos de 21 días de la misma programación 
FEC y, 3 semanas después del tratamiento con FEC, 8 ciclos de 7 días de paclitaxel a 100 
mg/m2 a través de una infusión intravenosa de 60 minutos. La inclusión de las pacientes 
en el ensayo requería que hubieran sido sometidas a cirugía curativa primaria, que 
tuvieran al menos un ganglio linfático axilar afecto (estadio T1-T3), que no presentaran 
carcinoma ductal in situ y que tuvieran márgenes de resección libres de carcinoma 
invasivo. Se realizó el seguimiento de estas pacientes para valorar el tiempo libre de 
enfermedad, definido como el tiempo en meses desde el diagnóstico hasta la aparición de 
recaída clínica, la aparición de un segundo cáncer o la muerte, independientemente de 
qué evento ocurriera en primer lugar. 
10.2. Pacientes con cáncer de próstata 
Se construyeron varias matrices de tejidos fijados en formol e incluidos en 
parafina de 80 pacientes con cáncer de próstata que habían sido sometidos a 
prostatectomía radical y en los que dos patólogos independientes valoraron la puntuación 
de Gleason de acuerdo con los criterios convencionales [151]. 
 
11. Inmunohistoquímica 
Secciones de 5 µm de los bloques de parafina con las matrices de tejidos de cáncer 
de mama y próstata se desparafinaron en xilol y se rehidrataron en una serie gradada de 
alcoholes. A continuación se bloqueó la actividad peroxidasa endógena introduciendo las 
secciones en una solución acuosa de H2O2 al 3% durante 30 minutos y, después se 




bloquearon los sitios de unión inespecíficos cubriendo las secciones con tampón de 
bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente. La recuperación antigénica para los 
anticuerpos anti Bcl-xL (Santa Cruz), anti-AURKA (Novus), anti-fosfo-GSK3βSer9 (Cell 
Signaling) y anti-Mcl-1 (Santa Cruz) se realizó en microondas utilizando EDTA 1 mM 
pH: 9,0 (Dako); para el anticuerpo PKCδ (Abcam) se realizó con tripsina 1 mg/ml, 15 
minutos a 37ºC y para el anticuerpo anti-β-catenina activa (Millipore) se realizó con HCl 
4 N, 15 minutos a temperatura ambiente seguido de tripsina 1 mg/ml, 15 minutos a 37ºC. 
Las secciones se incubaron con los anticuerpos primarios diluidos en tampón de bloqueo 
durante toda la noche a 4ºC en cámara húmeda, las concentraciones utilizadas fueron anti-
Bcl-xL (1:100), anti-AURKA (1:700), anti-fosfo-GSK3βSer9 (1:25), anti-Mcl-1 (1:1200), 
anti PKCδ (1:400) y anti-β-catenina activa (1:200). Tras lavar con tampón Tris 0,05 M, 
se aplicaron los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa y el sustrato 
cromogénico 3,3’-diaminobenzidina de acuerdo con el protocolo facilitado por el 
fabricante (EnVision, Dako). Las secciones se contratiñeron con hematoxilina y se 
montaron en DPX (BDH Laboratories). La inmunotinción se evaluó por dos patólogos de 
manera independiente en al menos 10 campos utilizando un aumento de 200×; y se 
puntuaron como baja expresión si menos del 25% de las células tumorales estaban teñidas 
intensamente y alta expresión si más del 25% de las células tumorales estaban teñidas 
intensamente.  
 
12. Análisis estadístico 
 El análisis de las diferencias entre dos condiciones se realizó mediante el test t de 
Student para muestras pareadas. Las curvas de tiempo libre de enfermedad se calcularon 
por el método de Kaplan-Meier y la comparación de las curvas de supervivencia  se 
realizó mediante el test log-rank de Mantel-Cox. La correlación entre la expresión de 
diferentes proteínas con el grado de Gleason o entre la expresión inmunohistoquímica de 
dos proteínas mediante el test de χ2 o mediante el test exacto de Fisher. Para todos los 
análisis estadísticos realizados se usaron los programas Prism 4.0 o 6.0 (GraphPad) y el 
programa SPSS (IBM). En todos los casos, las diferencias se consideraron significativas 






























































































 Los resultados obtenidos de la realización de esta Tesis Doctoral, están recogidos 
en dos artículos publicados por nuestro grupo de investigación: 
 
 Flores ML, Castilla C, Ávila R, Ruiz-Borrego M, Sáez C, Japón MA. Paclitaxel 
sensitivity of breast cancer cells requirs efficent mitotic arrest and disruption of 
Bcl-xL/Bak interaction. Breast Cancer Res Treat 2012, 133(3):917-928. doi: 
10.1007/s10549-011-1864-9. 
 
 Flores ML, Castilla C, Gasca J, Medina R, Perez-Valderrama B, Romero F, Japón 
MA, Sáez C. Loss of PKCδ induces prostate cancer resistance to paclitaxel 
through activation of Wnt/β-catenin pahtway and Mcl-1 accumulation. Mol 
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Las recetas se detallan en el orden de aparición en el texto. 
 
Medio RPMI 1640 suplementado 
Reactivo Concentración final Volumen reactivo 
Medio RPMI 1640  435 ml 
Suero fetal bovino 10% 50 ml 
L-Glutamina 200 mM 2 mM 5 ml 
Hepes 1 M 10 mM 5 ml 
Solución 
Penicilina-Estreptomicina 
5000 U/ml-5 mg/ml 
50 U/ml y 50 µg/ml 5ml 
 
 
Medio de congelación 
Reactivo Concentración final Volumen reactivo 
Medio RPMI 1640  57 ml 
Suero fetal bovino 30% 30 ml 
L-Glutamina 200 mM 2 mM 1 ml 
Hepes 1 M 10 mM 1 ml 
Solución 
Penicilina-Estreptomicina 
5000 U/ml-5 mg/ml 
50 U/ml y 50 µg/ml 1 ml 
DMSO 10% 10 ml 
Nota: Tras su preparación alicuota y se conserva a -20ºC. 
 
 
Geles de acrilamida 
























2500 µl 2000 µl 1700 µl 1300 µl 1000 µl 650 µl 
Tris-HCl 1.5 M pH:8.8 1300 µl 1300 µl 1300 µl 1300 µl 1300 µl ----- 
Tris-HCl 1 M pH:6.8 ----- 50 µl ----- ----- -----  
SDS 10% pH:7.2 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 
APS 10% 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 
TEMED  2 µl 2 µl 2 µl 3 µl 4 µl 5 µl 
Nota: Volúmenes necesarios para la preparación de un gel 
 
 
Tampón Tris-HCl 1 M pH:6.8 
Reactivo Cantidad reactivo 
Trizma Base 121.14 g 
HCl Hasta ajustar pH:6.8 
Agua bidestilada Hasta 1 L 




Nota: Disolver el trizma base en agua bidestilada, añadir el HCl hasta ajustar el pH, enrasar con agua bidestilada hasta 
1 L y autoclavar. 
 
Tampón Tris-HCl 1.5 M pH:8.8 
Reactivo Cantidad reactivo 
Trizma Base 181.71 g 
HCl Hasta ajustar pH:8.8 
Agua bidestilada Hasta 1 L 
Nota: Disolver el trizma base en agua bidestilada, añadir el HCl hasta ajustar el pH, enrasar con agua bidestilada hasta 
1 L y autoclavar. 
 
 
SDS 10% pH:7.2 
Reactivo Cantidad reactivo 
SDS 181.71 g 
NaOH 0.1N Hasta ajustar pH:7.2 
Agua bidestilada Hasta 1 L 




Tampón de lisis NP-40 
Reactivo Concentración final Volumen reactivo 
NP-40 1% 500 µl 
Tris-HCl 2 M pH:7.5 10 mM 250 µl 
Solución NaCl 5 M 150 mM 1.5 ml 
Solución Glicerol 50% 10% 16 ml 
Agua bidestilada  Hasta 50 ml 
Nota: Tras su preparación alicuota y se conserva a 4ºC. 
 
 
Tampón Tris-HCl 2 M pH:7.5 
Reactivo Cantidad reactivo 
Trizma Base 242.28 g 
HCl Hasta ajustar pH:7.5 
Agua bidestilada Hasta 1 L 
Nota: Disolver el trizma base en agua bidestilada, añadir el HCl hasta ajustar el pH, enrasar con agua bidestilada hasta 
1 L y autoclavar. 
 
 





Tris-HCl 1 M pH:6.8 60 mM 600 µl 
Solución Glicerol 50% 25% 5 ml 
SDS 10% pH:7.2 2% 2 ml 
β-Mercaptoetanol 14.4 mM 500 µl 
Solución azul bromofenol 1% 0.1% 1 ml 
Agua bidestilada  Hasta 10 ml 








Tampón Tris-Glicina (5×) 
Reactivo Concentración final Cantidad reactivo 
Trizma base 125 nM 15.1 g 
Glicina 1 M 72 g 
SDS 10% pH:7.2 0.5% 50 ml 
Agua bidestilada  Hasta 1 L 
 
 
Tampón de transferencia 
Reactivo Concentración final Cantidad reactivo 
Trizma base 25 nM 3.03 g 
Glicina 192 nM 14.4 g 
Metanol 20% 200 ml 
Agua bidestilada  Hasta 1 L 
Nota: Tras su preparación se conserva a 4ºC. 
 
 
Solución rojo Ponceau (10×)  
Reactivo Concentración final Volumen reactivo 
Solución Ponceau 3% 2% 75 ml 
Ácido acético 33.3% 37.5 ml 
 
 
Solución rojo Ponceau (1×)  
Reactivo Concentración final Volumen reactivo 
Solución Ponceau 10× 0.2% 5 ml 
Ácido acético 10% 3.5 ml 
Agua bidestilada  Hasta 50 ml 
 
 
Tampón de bloqueo (10%) 
Reactivo Concentración final Cantidad reactivo 
Blocking Reagent 10% 10 g 
Tampón maleico  100 ml 
Nota: Disolver en agitación y calentando hasta 60-65ºC. Tras su preparación, se deja enfriar y se conserva a 4ºC. 
 
 
Tampón de bloqueo (1%) 
Reactivo Concentración final Volumen reactivo 
Tampón de bloqueo 10% 1% 50 ml 
Solución Tween 20 10% 0.05% 2.5 ml 
Tampón Tris 0.05M 0.045 M 447.5 ml 










Tampón maleico pH:7.5 
Reactivo Concentración final Cantidad reactivo 
Ácido Maleico 100 mM 23.21 g 
NaCl 150 mM 17.53 g 
NaOH  Hasta ajustar pH:7.5 
Agua bidestilada  Hasta 2 L 
 
 
Tampón Tris 0.05 M 
Reactivo Concentración final Cantidad reactivo 
Trizma clorhídrico 0.042 M 132 g 
Trizma base 0.008 M 19.4 g 




Tampón TBS-Tween 20 pH:7.5 (10×) 
Reactivo Concentración final Cantidad reactivo 
NaCl 1.5 M 80 g 
Tris-HCl 1 M pH:7.6 200 mM 200 ml 
Tween 20 0.5% 5 ml 
Agua bidestilada  Hasta 1 L 
Nota: Disolver el NaCl en agua bidestilada, añadir el tampón Tris-HCl 1 M pH:7.6, comprobar que el pH del tampón 
TBS-Tween 20 queda ajustado a 7.5 y enrasar hasta 1 L con agua bidestilada. 
 
 
Tampón Tris-HCl 1 M pH:7.6 
Reactivo Cantidad reactivo 
Trizma Base 121.14 g 
HCl Hasta ajustar pH:7.6 
Agua bidestilada Hasta 1 L 
Nota: Disolver el trizma base en agua bidestilada, añadir el HCl hasta ajustar el pH, enrasar con agua bidestilada hasta 
1 L y autoclavar. 
 
 
Tampón de lisis CHAPS 
Reactivo Concentración final Volumen reactivo 
Soución CHAPS 10% 2% 10 ml 
Solución sacarosa 1 M 0.25  mM 12.5 ml 
Hepes 1 M 20 mM 1 ml 
Solución EDTA 0.5 M 1 mM 500 µl 
Solución KCl 1 M 10 mM 500 µl 
Solución MgCl2 1 M 1.5 mM 75 µl 
Agua bidestilada  Hasta 50 ml 









Solución SSC pH:7.0 (20×) 
Reactivo Concentración final Cantidad reactivo 
NaCl 3 M 175.32 g 
Citrato trisódico 0.3 M 88.23 g 
HCl  Hasta ajustar pH:7.0 
Agua bidestilada  Hasta 1 L 
Nota: Nota: Disolver el cloruro sódico y el citrato trisódico en agua bidestilada, añadir el HCl hasta ajustar el pH, 
enrasar con agua bidestilada hasta 1 L y autoclavar.  
 
 
Solución (2×)/NP-40 (0.3%) 
Reactivo Concentración final Cantidad reactivo 
Solución SSC 20× 
300 mM NaCl 
30 mM citrato trisódico 
10 ml 
NP40 0.3% 300 µl 
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